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RESUMO 

 
  



 
 

 
 

Os protocolos de tratamento de carcinoma epidermoide oral causam numerosos 

efeitos adversos, podendo dificultar funções importantes como: nutrição, fonação e 

respiração. Os compostos naturais têm sido estudados para o tratamento do 

câncer. A Annona muricata é usada com finalidade medicinal por anos, no entanto, 

sua participação na inibição da tumorigênese ainda não está completamente 

elucidada. Este estudo visou avaliar o efeito de extratos de Annona muricata sobre 

citotoxicidade e a proliferação de células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral in 

vitro. Foi realizado screening fitoquímico para detecção de taninos, 

flavonois/flavonas e alcaloides a 1 mg/mL. O IC50 dos extratos: clorofórmico (EC), 

etanólico (EE) e metanólico (EM) foi determinado por meio de ensaio de 

incorporação do Vermelho Neutro por 24 h. Foi quantificado o percentual de células 

proliferativas por meio de ensaio de incorporação do Brdu em concentrações 

abaixo do IC50 por 6 h. Foi considerada uma significância de p<0,05. A quantidade 

de taninos em EC foi menor que em EE e EM (p<0,0001) e o teor de flavonois e 

flavonas em EC foi maior que EE e EM (p<0,001). No entanto, a quantidade de 

taninos, flavonois e flavonas foi similar em EE e EM. Não foram detectados 

alcaloides nos extratos estudados. Os extratos EC, EE e EM foram citotóxicos para 

células SCC-4, apresentando IC50 de 6,48, 46,52 e 20,38 μg/mL, respectivamente. O 

percentual de células proliferativas foi significativamente menor em EC, EE e EM 

que o controle veículo, correspondendo a uma inibição da taxa proliferação celular 

de: 19%, 38% e 38%, respectivamente. Os resultados sugerem que os extratos 

clorofórmico, etanólico e metanólico de Annona muricata têm efeito citotóxico e 

antiproliferativo em células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral. 

 

Palavras-chave: Annona muricata; carcinoma epidermoide oral; citotoxicidade; 

proliferação celular; células SCC-4.  



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 
  



 
 

 
 

Protocols for treatment of oral squamous cell carcinoma cause numerous adverse 

effects, which may interfere to important functions such as nutrition, phonation 

and respiration. Natural compounds has been studied for the treatment of cancer. 

Annona muricata has been used for medicinal purposes for years however its 

participation in the inhibition of tumorigenesis has not yet been fully elucidated. 

This study aimed to evaluate the effect of Annona muricata extracts on cytotoxicity 

and cell proliferation of SCC-4 cells of oral squamous cell carcinoma in vitro. 

Phytochemical screening was performed for the detection of tannins, 

flavonol/flavones and alkaloids at 1 mg/mL. The IC50 of extracts: chloroform (EC), 

ethanolic (EE) e methanolic (EM) was determinate by the Neutral Red incorporation 

assay for 24 h. The percentage of proliferative cells was quantified by BrdU 

incorporation assay at concentrations below the IC50 for 6 h. A significance of 

p<0.05 was considered. The quantity of tannins in EC was lower than in EE and EM 

(p<0.0001) and the flavonol and flavones content in EC was higher than EE and EM 

(p<0.001). However, the amount of tannins. However, the amout of tannins, 

flavonol and flavones was similar in EE and EM. No alkaloids were detected in the 

extracts studied by using this method. EC, EE and EM extracts were cytotoxic to 

SCC-4 cells, with IC50 of 6.48, 46.52 and 20.38 μg/mL, respectively. The percentage 

of proliferative cells was significantly lower in EC, EE and EM than the vehicle 

control, corresponding to an inhibition of the cell proliferation rate of 19%, 38% 

and, 38% respectively. These results suggest that chloroform, ethanolic and 

methanolic extracts of Annona muricata have a cytotoxic and antiproliferative 

effect on SCC-4 cells of oral squamous cell carcinoma.  

 

Key words: Annona muricata; cell proliferation; cytotoxicity; oral squamous cell 

carcinoma; SCC-4 cells.  
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O câncer oral inclui câncer de lábios, cavidade oral e orofaringe, sendo o sexto com 

maior risco de morte (SAH et al., 2018). O carcinoma epidermoide oral é um tipo de 

lesão maligna de cabeça e pescoço, e cursa com altas taxas de morbidade e 

mortalidade (ECONOMOPOULOU et al., 2016; THOMSON, 2018). Os protocolos 

atuais para o tratamento desse câncer incluem intervenção cirúrgica, quimioterapia 

e radioterapia. Porém, esses métodos causam numerosos efeitos adversos e o 

prognóstico depende da ressecabilidade do tumor (MONTERO e PATEL, 2015), bem 

como da presença e extensão de metástases linfonodais (BLATT et al., 2017). E, os 

métodos invasivos podem ser desfigurantes e dificultar funções importantes como a 

nutrição, a fonação e a respiração (PARÉ e JOLY, 2017). Além disso, a resistência das 

células cancerígenas aos tratamentos disponíveis é um grande dificultador no 

tratamento do câncer (SARASWATHY e GONG, 2013). Sendo assim, a busca 

contínua por novos tratamentos para o câncer é claramente necessária. Os 

compostos naturais têm sido amplamente estudados, diante na necessidade de se 

encontrar tratamentos mais específicos e seletivos (PAES et al., 2016) e, também, 

devido ao fácil acesso e baixo custo (PRABHAKARAN et al., 2016). 

Mais de 47% das drogas disponíveis atualmente para tratamento de câncer são 

derivadas de produtos naturais ou análogos sintéticos, e mais de 25.000 

fitoquímicos identificados demonstraram atividade antineoplásica (RADY et al., 

2018). 

A Annona muricata, membro da Família Annonaceae, popularmente conhecida 

como graviola, é uma planta frutífera nativa de países tropicais (RADY et al., 2018). 

Extratos de folhas de Annona muricata são conhecidos por serem ricos em 

alcaloides, saponinas, terpenoides, flavonoides, cumarinas e outras lactonas, 

antroquinonas, taninos, glicosídeos cardíacos, fenóis, fitoesterois, megastigmanos, 

ciclopeptídeos, óleos, minerais essenciais, como o K, Ca, Na, Cu, Fe e Mg e 

acetogeninas anonáceas, sendo que estas últimas são as principais responsáveis 

pela atividade anticancerígena e antiproliferativa (QAZI et al., 2018; YAJID et al., 

2018). Estudos anteriores relataram que os extratos de Annona muricata podem 

atuar na tumorigênese por meio de sua ação citotóxica, indução de apoptose, 

necrose e redução da proliferação em diferentes linhagens de células neoplásicas, 
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incluindo: mama (SYED NAJMUDDIN et al., 2016), próstata (ASARE et al., 2015; 

YANG et al., 2015; SUN et al., 2016), colorretal (ABDULLAH et al., 2017; INDRAWATI 

et al., 2017), fígado (BANERJEE A et al., 2017), pulmão (MOGHADAMTOUSI et al., 

2014), leucemia (PIEME et al., 2014), pâncreas (TORRES et al., 2012), boca (MAGADI 

et al., 2015) e pele (CHAMCHEU et al., 2018). 

Previamente, foi relatada a atividade citotóxica do extrato aquoso de folhas de 

Annona muricata em células SCC-25 de carcinoma epidermoide oral (MAGADI et al., 

2015). No entanto, estudos sobre o efeito dos extratos clorofórmico, etanólico e 

metanólico de Annona muricata sobre a viabilidade e a proliferação celular 

utilizando linhagem SCC-4 de carcinoma epidermoide oral de língua humana 

moderadamente diferenciado ainda não foram descritos na literatura. 

Tendo em vista a importância do desenvolvimento de novas terapias para o câncer, 

este estudo visou avaliar o efeito do tratamento com os extratos clorofórmico, 

etanólico e metanólico de Annona muricata sobre a viabilidade e a proliferação 

celular de carcinoma epidermoide oral. 
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2.1. MUCOSA ORAL 

A cavidade bucal compreende a região entre o vermelhão dos lábios, o istmo 

orofaríngeo, as bochechas, o assoalho bucal e junção entre o palato duro e palato 

mole e pode ser subdividida anatomicamente em duas regiões: o vestíbulo externo 

limitado pelas bochechas e lábios e a cavidade oral propriamente dita, localizada 

posteriormente à gengiva e às arcadas dentárias (TEN CATE, 2001; KATCHBURIAN e 

ARANA, 2004).  

A mucosa oral é classificada histologicamente em: mucosa de revestimento, 

constituída por epitélio estratificado pavimentoso não queratinizado; mucosa oral 

mastigatória, formada por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado; e, mucosa 

oral especializada, que possui o neuroepitélio. Nas áreas expostas aos choques 

mecânicos da mastigação, o epitélio é queratinizado, uma vez que a camada de 

queratina é fundamental para dissipar as forças de cisalhamento. Já nas regiões onde é 

necessária uma maior flexibilidade do tecido, o epitélio não é queratinizado, para 

permitir a fala e acomodação do bolo alimentar (NANCI, 2013). 

São vistos no epitélio oral: queratinócitos, melanócitos, células de Langerhans e 

células de Merkel. Sua renovação é feita por meio de células-tronco presentes na 

camada basal do epitélio. Essas sofrem mitoses sucessivas e migram em direção às 

camadas mais superficiais, substituindo os queratinócitos em descamação 

(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017). Para que haja um equilíbrio no tecido, a taxa de 

descamação deve ser igual à taxa de renovação, uma vez que esse epitélio fornece 

proteção contra microrganismos, irritação mecânica e contra o ressecamento (TEN 

CATE, 2001; KATCHBURIAN e ARANA, 2004). A perda desse equilíbrio está 

diretamente relacionada com os processos de saúde e doença da mucosa oral (QIN 

et al., 2017). Inúmeras alterações patológicas podem surgir no epitélio da mucosa 

oral, como: leucoplasia, eritroplasia, queilite actínica e líquen plano. Essas 

aumentam o risco de desenvolvimento de neoplasias orais como, o carcinoma 

epidermoide oral (GANESH et al., 2018).  
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2.2. NEOPLASIAS 

Em células neoplásicas a proliferação celular é anormal, descontrolada e autônoma, 

além de haver perda ou redução da diferenciação celular, como consequência de 

alterações em genes e proteínas que regulam esses processos biológicos (KUMAR et 

al., 2016). Essas alterações genéticas permitem que as células neoplásicas sejam 

autossuficientes em sinais de crescimento, insensíveis a sinais anti-crescimento, 

adquiram potencial de duplicação ilimitado, capacidade de evasão da apoptose, 

elevado potencial de angiogênese e capacidade de migrar e invadir tecidos, 

formando metástase (BRASILEIRO FILHO, 2009; HANAHAN e WEINBERG, 2011). 

A carcinogênese resulta de múltiplas etapas e pode envolver centenas de genes. 

Podem ocorrer mutações, quebras e perdas cromossômicas, amplificações gênicas, 

instabilidade genômica e mecanismos epigenéticos (ROCHA e SILVA, 2003). Em 

consequência dessas alterações, surgem modificações estruturais em receptores e 

proteínas intracelulares que participam de diversas vias de sinalização, envolvidas 

em inúmeros processos celulares, como, a proliferação celular (SEVER e BRUGGE, 

2015).  

As células que compõe um tecido malignizado apresentam baixo potencial de 

diferenciação, altas taxas de multiplicação e capacidade de invadir tecidos e originar 

metástase, sendo assim, grande parte dos casos estão associados a um mau 

prognóstico (KUMAR et al., 2016). 

As neoplasias que se desenvolvem no tecido epitelial estratificado escamoso são 

denominadas carcinomas de células escamosas. Aproximadamente 80% dos 

cânceres humanos são carcinomas, e isto, se deve a dois fatores: alta taxa 

proliferativa do tecido epitelial e a elevada exposição desse tecido a agentes físicos 

e químicos (NEVILLE et al., 2009). 
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2.2.1. Carcinoma epidermoide oral 

O carcinoma epidermoide oral é uma lesão maligna que se desenvolve nas células 

escamosas do epitélio de revestimento da mucosa oral e apresenta altas taxas de 

morbidade e mortalidade, sendo a taxa de sobrevida de apenas 37,8% cinco anos 

após o diagnóstico da doença (RIVERA et al., 2017). É o principal tipo de lesão 

maligna que acomete a região de cabeça e pescoço, e corresponde a 90% dos 

cânceres de cavidade oral (ECONOMOPOULOU et al., 2016; THOMSON, 2018). A 

língua é o sítio mais frequentemente acometido, seguido pelo palato mole e 

assoalho da boca (DE MORAIS et al., 2017). 

A patogênese do carcinoma epidermoide oral é multifatorial e está associada a 

fatores extrínsecos e intrínsecos. Os fatores extrínsecos incluem os agentes 

externos como: o fumo, o consumo de álcool, a infecção pelo papiloma vírus 

humano, a infecção pelo Treponema pallidum e a radiação ultravioleta. Já os fatores 

intrínsecos incluem estados sistêmicos ou generalizados, como a imunossupressão, 

alterações genéticas e deficiências nutricionais (NEVILLE et al., 2009; DE MORAIS et 

al., 2017; PORTER et al., 2018). 

Essa neoplasia é mais prevalente em homens devido ao fato desses estarem mais 

expostos aos principais fatores de risco que são o álcool e o fumo (RUBACK et al., 

2012; MORO et al., 2018). O risco de desenvolvimento de carcinoma epidermoide 

oral aumenta com a idade, sendo mais frequente a partir da quinta década de vida 

(TANDON et al., 2017). Dados estatísticos apontam para cada ano do biênio 2018 - 

2019, somente no Brasil, a incidência de 14.700 novos casos, sendo, 11.200 em 

homens e 3.500 em mulheres (INCA, 2018).  

O carcinoma epidermoide oral pode ser classificado em bem diferenciado, 

moderadamente diferenciado e pouco diferenciado (Figura 1). Para essa 

classificação são avaliados: o grau de queratinização, o pleomorfismo 

celular/nuclear e a atividade mitótica. O carcinoma epidermoide oral bem 

diferenciado é semelhante ao epitélio escamoso normal, apresenta grande 

quantidade de queratinização na forma de pérolas de queratina. O carcinoma 

epidermoide oral moderadamente diferenciado é caracterizado pelo pleomorfismo 

nuclear moderado, figuras de mitoses atípicas e baixo grau de queratinização. No 
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carcinoma epidermoide oral pouco diferenciado há um predomínio de células 

indiferenciadas, baixo grau de queratinização e numerosas mitoses atípicas 

(PEREIRA et al., 2007; PADMA et al., 2017). 

 

 
Figura 1. Classificação histológica do carcinoma epidermoide oral. 
Coloração de hematoxilina e eosina. (A e B) Bem diferenciado. (C e D) Moderadamente diferenciado. 
(E e F) Pouco diferenciado. (A, C, E) Barra = 50 µm; (B, D, F) Barra = 25 µm. Fonte: Do autor. 

 

A classificação histológica do carcinoma epidermoide oral é fundamental para 

direcionar o tratamento do paciente (PADMA et al., 2017). Também deve ser levada 

em conta para fins de prognóstico e tratamento a agressividade do tumor, sua 

extensão e sua capacidade de disseminação para linfonodos locais ou para formar 

metástase à distância (KADEMANI, 2007). 

Os tumores em estágio inicial são tratados com excisão cirúrgica ou radioterapia, já 

os tumores em estágios mais avançados exigem uma combinação entre excisão 

cirúrgica, radioterapia e/ou quimioterapia (MACHIELS et al., 2014). Apesar dos 

avanços da medicina e utilização de novas estratégias terapêuticas para combater 

esse carcinoma, sua elevada propensão para gerar metástases eleva 

consideravelmente o número de mortes (THOMSON, 2018). Sendo assim, existe a 

necessidade de desenvolvimento de tratamentos alternativos que sejam capazes de 

impedir a progressão dessa neoplasia.  
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2.3. ANNONA MURICATA 

O estudo de plantas medicinais, a farmacognosia, é uma prática comum em todo o 

mundo devido à facilidade de obtenção e o baixo custo (VEIGA, 2008; 

PRABHAKARAN et al., 2016). A eficácia das plantas no tratamento de doenças está 

associada à ampla variedade de compostos químicos complexos que estão 

presentes em folhas, frutos, caules e sementes (AYAZ et al., 2017). 

A fitoterapia pode ser empregada no tratamento de diversas enfermidades como: 

inflamações, infecções, parasitoses e câncer (PRABHAKARAN et al., 2016). Muitos 

medicamentos utilizados na atualidade são derivados de plantas, inclusive fármacos 

antineoplásicos como a camptotecina, a vincristina, a vinblastina, o taxol, a 

podofilotoxina e a combretastatina (SRIVASTAVA et al., 2005).  

A Annona muricata (Figura 2) é uma árvore frutífera, popularmente conhecida 

como: graviola, pinha, guanabana, anona-de-espinho, jaca-de-pobre, jaca-do-pará, 

coração-de-rainha, araticum-grande e araticum-manso. É nativa das áreas tropicais 

mais quentes das Américas do Sul e do Norte e, também, pode ser encontrada em 

regiões subtropicais (MOGHADAMTOUSI et al., 2015; PRABHAKARAN et al., 2016).  

De acordo com a classificação taxonômica a graviola pertence ao reino Plantae, 

divisão angiosperma (Magnoliophyta), classe Magnolids, ordem Magnoliales, 

Família Annonaceae, subfamília Annonoideae, gênero Annona e espécie Annona 

muricata. A Família Annonaceae é composta por aproximadamente 130 gêneros e 

2300 espécies, enquanto o gênero Annona é formado por mais de 70 espécies, 

sendo que a Annona muricata é a mais amplamente cultivada (ABDUL WAHAB et 

al., 2018). 

A gravioleira é uma árvore terrestre e perene que pode atingir até 10 metros de 

altura. Possui casca aromática, folhas alternas e pecioladas verdes brilhantes e 

flores axilares com coloração amarelada. Seu fruto apresenta formato elipsoide, 

casca espessa de coloração verde escura e polpa esbranquiçada com sementes 

escuras, e pode medir aproximadamente 30 cm de comprimento e 12 cm de largura 

(CORRÊA, 1978; MOGHADAMTOUSI et al., 2015). A polpa da graviola é amplamente 
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utilizada na fabricação de sucos, xaropes, sorvetes, geleias e doces (LIMA et al., 

2006; TEIXEIRA et al., 2006). 

  

Figura 2. Annona muricata. 
A- Árvore; B- Folhas; C- Flores, D- Fruto e E- Sementes. Fonte: (ABDUL WAHAB et al., 2018). 

 

Diferentes partes de Annona muricata são popularmente utilizadas no tratamento 

de doenças em muitos países. A polpa da fruta é usada para tratar dores, neuralgia, 

artrite, diarreia, disenteria, febre, malária, parasitoses, reumatismo, e como 

estimulante de lactação materno após o parto. O chá feito a partir da decocção das 

folhas é utilizado no tratamento de cistite, diabetes, enxaquecas, reumatismo, 

neuralgias, insônia e abcessos. Na América do Sul e em alguns países da África 

tropical as folhas de Annona muricata são utilizadas no tratamento de câncer. As 

sementes apresentam eficácia contra helmintos e outros parasitas. Também, foram 

relatados efeito anti-inflamatório, hipoglicêmico, sedativo, relaxante muscular liso, 

hipotensor e antiespasmódico da utilização de folhas, cascas e raízes de Annona 
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muricata (MOGHADAMTOUSI et al., 2015). Em virtude desse amplo uso popular, 

atualmente os extratos de Annona muricata têm sido estudados para serem 

utilizados como fitoterápicos (ABDUL WAHAB et al., 2018). 

Previamente, foi relatado que os extratos de Annona muricata podem interferir na 

gênese do tumor por meio de sua ação citotóxica, indução de apoptose, necrose e 

redução da proliferação em diferentes linhagens de células tumorais, incluindo: 

mama (SYED NAJMUDDIN et al., 2016), próstata (ASARE et al., 2015; YANG et al., 

2015; SUN et al., 2016), colorretal (ABDULLAH et al., 2017; INDRAWATI et al., 2017), 

fígado (BANERJEE A et al., 2017), pulmão (MOGHADAMTOUSI et al., 2014), leucemia 

(PIEME et al., 2014), pâncreas (TORRES et al., 2012), oral (MAGADI et al., 2015) e 

pele (CHAMCHEU et al., 2018). 
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2.3.1. Perfil fitoquímico de Annona muricata 

Foram identificados 212 compostos bioativos em extratos de Annona muricata e 

desses, 74 exibiram efeito anticâncer em cultura celular pré-clínica e em estudos 

com modelos animais (CORIA-TÉLLEZ et al., 2016). Esses extratos são ricos em 

alcaloides, saponinas, terpenoides, flavonoides, cumarinas e outras lactonas, 

antroquinonas, taninos, glicosídeos cardíacos, fenóis, fitoesterois, megastigmanos, 

ciclopeptídeos, óleos, minerais essenciais, como o K, Ca, Na, Cu, Fe e Mg e 

acetogeninas anonáceas, sendo que essas últimas são as principais responsáveis 

pela atividade anticancerígena e antiproliferativa (QAZI et al., 2018; YAJID et al., 

2018).  

As acetogeninas anonáceas formam uma classe de produtos naturais isolados 

exclusivamente da Família Annonaceae. Até o momento aproximadamente 120 

acetogeninas anonáceas foram identificadas em extratos orgânicos de Annona 

muricata. Essas são derivadas de ácidos graxos de cadeia longa da via dos 

policetídeos e consistem de uma extensa cadeia de carbonos (C32 ou C34), ligados a 

um anel g-lactona, terminalmente substituído por metilo β-insaturado, com um ou 

dois anéis tetrahidrofuranos (THF). Estudos prévios relataram que as acetogeninas 

apresentam potencial citotóxico seletivo contra células tumorais (GAVAMUKULYA 

et al., 2014; YANG et al., 2015; LIAW et al., 2016). Esse efeito foi avaliado nas 

linhagens: (A-549) de carcinoma de pulmão humano, (MCF-7) de carcinoma de 

mama humano, (HT-29) de adenocarcinoma de cólon humano, (A-498) de 

carcinoma de rins humano, (PC-3) de adenocarcinoma de próstata humano, (PaCa-

2) de carcinoma pancreático humano, (KB) de carcinoma epidermoide de 

nasofaringe, (Hep G2) de carcinoma hepatocelular humano, (Hep 2,2,15) de 

hepatoma HBV transfectado humano e (1-A9) de câncer de ovário humano (PAES et 

al., 2016).  

A citotoxicidade das acetogeninas anonáceas decorre da forte inibição do complexo 

mitocondrial I, envolvido no transporte de elétrons do NADH até a ubiquinona, 

processo essencial para a produção de energia pelas mitocôndrias. Com a inibição 

deste complexo a produção de ATP é reduzida e a célula entra em apoptose (ZENG 

et al., 1996). E ainda, as acetogeninas anonáceas são potentes inibidoras da NADH 
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oxidase, enzima prevalente na membrana plasmática de células tumorais, que 

permite que a célula neoplásica produza ATP em condições anaeróbicas para 

restaurar os níveis de NAD e permitir a glicólise e a fosforilação ao nível do 

substrato. Ambos os mecanismos de ação resultam na inibição da síntese de ATP, o 

que poderia explicar a sensibilidade das linhagens de células neoplásicas, uma vez 

que essas necessitam de uma maior demanda de energia, quando comparadas às 

células saudáveis (PAES et al., 2016). 

As acetogeninas anonáceas também são eficazes para tumores resistentes a 

múltiplas drogas, visto que, nas membranas das células neoplásicas são 

encontradas proteínas, como a glicoproteína P (P-gp), que atua como bombas que 

expulsam os fármacos para o exterior, impedindo o acúmulo intracelular. Essa 

proteína é transmembranar e necessita de ATP para seu funcionamento. Desse 

modo, quando as acetogeninas anonáceas inibem o complexo mitocondrial I e a 

enzima NADH oxidase os níveis intracelulares de ATP são reduzidos, diminuindo a 

eficácia da bomba de efluxo P-gp (PAES et al., 2016). Também, foi demonstrado que 

as acetogeninas anonáceas são capazes de induzir a apoptose em células tumorais, 

por mecanismos que não envolvem a cadeia respiratória mitocondrial (CHIH et al., 

2001). Por esses diferentes mecanismos, as acetogeninas anonáceas foram 

consideradas candidatas para se tornarem fármacos antitumorais (PAES et al., 

2016).  
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3.HIPÓTESE 
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Os extratos clorofórmico, etanólico e metanólico de folhas de Anonna muricata são 

citotóxicos e inibem a proliferação de células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral 

de língua humana moderadamente diferenciado. 
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4.OBJETIVOS 
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4.1. OBJETIVO GERAL 

Avaliar o efeito dos extratos clorofórmico, etanólico e metanólico de Annona 

muricata sobre a viabilidade e a proliferação celular em carcinoma epidermoide 

oral in vitro. 

 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Realizar o Screening fitoquímico dos extratos clorofórmico, etanólico e metanólico 

de Annona muricata, para quantificação de taninos, flavonois/flavonas e 

identificação de alcaloides. 

- Avaliar o efeito dos extratos clorofórmico, etanólico e metanólico de Annona 

muricata sobre a viabilidade de células SCC-4 para determinar o índice de 

citotoxicidade - IC50. 

- Comparar a taxa de proliferação de células SCC-4 controle e tratadas com os 

extratos clorofórmico, etanólico e metanólico de Annona muricata.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



40 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.MATERIAL E MÉTODOS 
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5.1. REAGENTES 

O clorofórmio, etanol e metanol foram adquiridos da Synth (São Paulo, Brasil). O 5-

bromo-2'-deoxyuridine (BrdU), o 4’,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), o Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium (DMEM), o Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium F12 

(DMEM-F12), o dimethylsulfoxide (DMSO), o bovine serum albumin (BSA), o Triton 

X-100 0,2%, o paraformoldeído, os antibióticos penicilina e estreptomicina, e os sais 

foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). A hidrocortisona e o soro 

fetal bovino (SFB) foram obtidos da Ariston (São Paulo, SP, Brasil) e da Cultilab 

(Campinas, SP, Brasil), respectivamente. O anticorpo primário anti-BrdU foi 

adquirido da Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA) e o anticorpo secundário 

anti-mouse Alexa 488 foi obtido da Molecular Probes (Eugene, OR, USA). 

 

5.2. PREPARO DOS EXTRATOS DE ANNONA MURICATA 

As folhas secas de Annona muricata foram obtidas comercialmente da Santosflora 

Comércio de Ervas LTDA (Mairiporã, SP, Brasil), Lote- AUTO6601 - (certificado de 

análises - Anexo 1). 

O extrato clorofórmico foi preparado por meio da maceração de 100 g de folhas 

secas de Annona muricata em 1 litro de clorofórmio, por duas semanas à 

temperatura ambiente. A solução foi filtrada e submetida à evaporação do 

clorofórmio (Figura 3). 

 
Figura 3. Obtenção do extrato clorofórmico de folhas secas de Annona muricata. 
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O extrato etanólico foi obtido subsequentemente à extração do extrato 

clorofórmico. Foi adicionado ao macerado clorofórmico 1 litro de etanol, por duas 

semanas à temperatura ambiente. A solução foi filtrada e submetida à evaporação 

do etanol (Figura 4). 

 

Figura 4. Obtenção do extrato etanólico de folhas secas de Annona muricata. 

 

O extrato metanólico foi preparado por meio da maceração de 100 g de folhas 

secas de Annona muricata em 1 litro de metanol, por duas semanas à temperatura 

ambiente. A solução foi filtrada e submetida à evaporação do metanol (Figura 5).  

 

Figura 5. Obtenção do extrato metanólico de folhas secas de Annona muricata. 



43 
 

 

Após a completa evaporação dos solventes, os extratos foram solubilizados em 

DMSO na concentração de 0,1 g/mL, homogeneizados em ultrassom por 1 hora e 

armazenados a 4°C.  

 

5.3. SCREENING FITOQUÍMICO 

Foi realizada uma análise quantitativa de taninos, flavonois e flavonas e uma 

avaliação qualitativa de alcaloides em extratos clorofórmico, etanólico e metanólico 

de Annona muricata. Os experimentos foram realizados em triplicatas. 

 

5.3.1. Quantificação de taninos 

De acordo com métodos previamente descritos (SEIGLER et al., 1986), aos extratos 

clorofórmico, etanólico e metanólico diluídos em água na concentração de 1 mg/mL 

foram adicionados: reagente de Folin-Denis (Na2WO4 2H20 0,30 M, H3[P(Mo3O10)4] 

H20 0,01 M e H3PO4 0,51 M) e carbonato de sódio a 8%. Para a curva padrão, foram 

utilizadas quercetina nas concentrações: 0,1 mg/mL; 0,05 mg/mL; 0,025 mg/mL; 

0,0125 mg/mL e 0,006 mg/mL. Após 2 horas e centrifugação a 2.000 rpm, as leituras 

espectrofotométricas dos sobrenadantes foram realizadas em 725 nm. 

Para calcular a fórmula da curva padrão foi utilizado o programa Microsoft Excel® 

(Redmond, Washington, Estados Unidos). O conteúdo de taninos nos extratos 

estudados foi determinado por interpolação da absorbância das amostras contra a 

curva padrão. Os resultados foram expressos em equivalente de ácido tânico (EAT) 

por miligrama. 

 

5.3.2. Quantificação de flavonois e flavonas 

De acordo com métodos convencionais (CHANG et al., 2002), aos extratos 

clorofórmico, etanólico e metanólico diluídos em etanol 80% na concentração de    

1 mg/mL foram adicionados: etanol 95%, cloreto de alumínio a 10%, acetato de 

potássio 1 M e água destilada. Para a curva padrão, foram utilizadas quercetina nas 

concentrações: 0,1 mg/mL; 0,05 mg/mL; 0,025 mg/mL; 0,0125 mg/mL e 0,006 
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mg/mL. Após 30 minutos, foi realizada leitura espectrofotométrica em filtro de     

405 nm.  

Para calcular a fórmula da curva padrão foi utilizado o programa Microsoft Excel® 

(Redmond, Washington, Estados Unidos). O conteúdo de flavonois e flavonas nos 

extratos estudados foi determinado por interpolação da absorbância das amostras 

contra a curva padrão. Os resultados foram expressos em equivalente de quercetina 

(EQ) por miligrama. 

 

5.3.3. Identificação de alcaloides 

De acordo com o método descrito por COSTA (COSTA, 2002), aos extratos 

solubilizados em água destilada 1 mg/mL, foram adicionados: água destilada e ácido 

sulfúrico a 10%. Após ebulição e filtração, foram realizados os testes na 

concentração 1:1, utilizando os reagentes: Mayer (Hg2Cl2 0,02 M e KI 0,12 M), 

Bertrand (H4[Si(W3O16)4] H20 0,01 M em solução H2SO4 6 N), Dragendorf (Bi5O(OH)9 

(NO3)4 0,01 M, C2H4O2 4,16 M e KI 2,4 M) e Wagner (I2 0,05 M e KI 0,12 M). A 

solução de pilocarpina 2%, um alcaloide natural, foi utilizada como controle positivo 

da reação. 

 

5.4. CULTURA CELULAR 

Foram utilizadas células da linhagem SCC-4 de carcinoma epidermoide oral de 

língua humana moderadamente diferenciado (ATCC® CRL-1624TM), obtidas através 

do Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Este projeto 

de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade Federal do Triângulo 

Mineiro (Anexo 2). 

As células SCC-4 foram cultivadas em garrafa T75, contendo DMEM-F12, SFB 10%, 

100 U/ml de penicilina, 100 μg/ml de estreptomicina e 400 ng/mL de 

hidrocortisona. As células foram mantidas em incubadora úmida com atmosfera 5% 

CO2/95% ar a 37oC. 

Os experimentos foram realizados quando as células atingiram a confluência 

mínima de 70%. 
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5.5. AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE  

Para avaliar o índice de citotoxicidade (IC50) dos extratos clorofórmico, etanólico e 

metanólico de Annona muricata foram realizados os testes de incorporação do 

corante vital 3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina (vermelho neutro), conforme 

métodos convencionais (BORENFREUND e PUERNER, 1985). Esse corante catiônico 

e hidrossolúvel é capaz de atravessar as membranas celulares por difusão passiva 

não iônica e se acumular nos lisossomos de células viáveis por meio de ligações 

eletrostáticas a grupos de ânions da matriz lisossomal. Quando a célula sofre algum 

tipo de lesão na membrana sua capacidade de absorção do corante é reduzida, 

portanto, pela quantificação da intensidade da coloração é possível mensurar a 

quantidade de células vivas, lesionadas ou mortas (TRIGLIA et al., 1991; FOTAKIS e 

TIMBRELL, 2006).  

Os experimentos foram realizados em triplicatas biológicas e duplicatas 

experimentais. Aproximadamente 1x104 células SCC-4 de carcinoma epidermoide 

oral por poço foram semeadas em placas de 96 poços e cultivadas em DMEM-F12, 

contendo 100 U/mL de estreptomicina, 100 U/mL de penicilina, 400 ng/mL de 

hidrocortisona e SFB 10% em incubadora úmida com atmosfera 5% de CO2/95% ar a 

37°C por 24 horas. Em seguida, o meio foi desprezado e foram adicionados ao meio 

de células controle meio DMEM-F12, contendo SFB 7,5%, antibióticos 1%, 

hidrocortisona e DMSO 0,4% (controle veículo). E ao meio de células tratadas foram 

adicionados 200 μL de meio DMEM-F12, contendo SFB 7,5%, hidrocortisona, 

antibióticos 1% e extratos clorofórmico, etanólico e metanólico nas concentrações: 

10, 20, 40, 80 e 160 µg/mL. As células foram mantidas em incubadora úmida com 

atmosfera 5% de CO2/95% ar a 37°C por 24 horas. Após esse período, os meios 

foram desprezados e foram adicionados DMEM-F12, contendo SFB 7,5%, 

antibióticos 1%, hidrocortisona e o corante vermelho neutro por 3 horas. Em 

seguida, o meio foi desprezado, os poços foram lavados com PBS e foram 

adicionados solução de ácido acético 1% em álcool 50% por 20 min. A absorbância 

foi medida em espectrofotômetro com filtro de 540 nm. 
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5.6. AVALIAÇÃO DA TAXA DE PROLIFERAÇÃO CELULAR 

Foi realizado o ensaio de incorporação de BrdU, para avaliar o efeito dos extratos 

clorofórmico, etanólico e metanólico de Annona muricata sobre a proliferação de 

células SCC-4 cultivadas em monocamada. Os experimentos foram realizados em 

triplicatas biológicas e duplicatas experimentais. 

Aproximadamente 0,8x104 células SCC-4 por poço foram cultivadas em placas de 

seis poços contendo lamínulas de vidro em incubadora úmida com atmosfera 5% 

CO2/95% ar a 37°C overnight. As células foram incubadas com meio DMEM-F12, 

contendo 100 U/mL de estreptomicina, 100 U/mL de penicilina, 400 ng/mL de 

hidrocortisona e SFB 10%. Ao meio de células controle foi adicionado DMSOvv 0,4% 

(controle veículo) e ao meio de células tratadas foram adicionados os extratos 

clorofórmico, etanólico e metanólico de Annona muricata nas concentrações abaixo 

de seus IC50. Foi adicionado ao meio de células controle e tratadas, 0,5 µg/mL de 

BrdU.  

Após 6 h de tratamento, as células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral foram 

lavadas com DPBS, com cálcio e magnésio, duas vezes por 5 minutos. Fixadas com 

paraformaldeído 4% por 1 hora. Novamente lavadas com DPBS duas vezes por 5 

minutos. Foi feita incubação com HCl 1 N por 1 hora a 37°C. Lavadas com DPBS e 

permeabilizadas com Triton X-100 0,2% por 5 minutos. O bloqueio dos sítios 

inespecíficos foi feito com DPBS/BSA 3% por 20 minutos. Em seguida, foi realizada a 

incubação com anticorpos primários anti-BrdU na diluição 1:50 em DPBS/BSA 0,1% 

overnight. Novamente lavadas com DPBS duas vezes por 10 minutos, e incubadas 

com anticorpo secundário anti-mouse Alexa 488 , na diluição1:1000 em DPBS/BSA 

0,1% por 2 horas, em câmara úmida escura e temperatura ambiente. A 

evidenciação dos núcleos foi feita com o DAPI diluído 1:500 em DPBS por 15 

minutos. Finalmente, as células foram lavadas com DPBS duas vezes por 5 minutos 

e as lâminas foram montadas. 
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5.7. AVALIAÇÃO MORFOMÉTRICA 

Foram quantificados os núcleos de todas as células marcadas com DAPI e das 

células positivas para BrdU (células proliferativas) em dez campos aleatórios em 

microscópio de fluorescência LSM 510 Meta (Zeiss®, Göttingen, Lower Saxony, 

Germany). O percentual de células positivas para BrdU foi calculado utilizando o 

programa Microsoft Excel® (Redmond, Washington, Estados Unidos). 

 

5.8. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados foram analisados com os programas IBM SPSS 20.0® (San Francisco, 

CA, USA) e Graphpad Prism® (San Diego, CA, USA). O índice citotóxico - IC50 foi 

determinado por regressão não linear. Foram utilizados os testes: análise de 

variância de Levene, ANOVA e o pós-teste de Tukey, e teste de Kruskal-Wallis e pós 

teste de Dunn. As diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. 
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6.RESULTADOS 
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6.1. RENDIMENTO DOS EXTRATOS 

A maceração de 100 g de folhas secas de Annona muricata em clorofórmio, etanol e 

metanol rendeu 4,3613 g de extrato clorofórmico, 4,0072 g de extrato etanólico e 

7,7876 g de extrato metanólico. 

 

6.2. SCREENING FITOQUÍMICO 

Para a quantificação de taninos em extratos de Annona muricata foi feita uma curva 

padrão de ácido tânico para a interpolação dos resultados obtidos na leitura 

espectofotométrica das amostras de extratos clorofórmico, etanólico e metanólico 

(Figura 6).  

A quantidade de taninos foi diferente entre os extratos de Annona muricata 

estudados [F(2,6)=270,5, p<0,0001]. O teor de taninos no extrato clorofórmico foi 

menor que nos extratos etanólico (p<0,0001) e metanólico (p<0,0001). No entanto, 

a quantidade de taninos foi similar nos extratos etanólico e metanólico (p>0,05), 

(Tabela 1).  

 

 
Figura 6. Curva Padrão de ácido tânico para quantificação de taninos em extratos de Annona 
muricata. 
Concentrações de ácido tânico utilizadas: 0,1 mg/mL; 0,05 mg/mL; 0,025 mg/mL; 0,0125 mg/mL e 
0,006 mg/mL. 
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Foi feita uma curva padrão de quercetina para a interpolação dos resultados 

obtidos na leitura espectofotométrica das amostras de extratos clorofórmico, 

etanólico e metanólico de Annona muricata para a quantificação de flavonois e 

flavonas (Figura 7).  

O teor de flavonois e flavonas foi diferente entre os extratos de Annona muricata 

estudados [F(2,6)=30,24, p<0,0001]. A quantidade de flavonois e flavonas em 

extrato clorofórmico foi maior que nos extratos etanólico (p<0,001) e metanólico 

(p<0,0001). No entanto, a quantidade de flavonois e flavonas foi similar nos 

extratos etanólico e metanólico (p>0,05), (Tabela 1). 

 

6  
 
Figura 7. Curva Padrão de quercetina para quantificação de flavonois e flavonas em extratos de 
Annona muricata. 
Concentrações de quercetina utilizada: 0,1 mg/mL; 0,05 mg/mL; 0,025 mg/mL; 0,0125 mg/mL e 
0,006 mg/mL.  
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Para uma análise qualitativa de presença de alcaloides em extratos clorofórmico, 

etanólico e metanólico de Annona muricata, foram feitos quatro testes: reagente 

de Mayer, reagente de Bertrand, reagente de Dragendorf e reagente de Wagner, 

utilizando uma solução de pilocarpina, que é um alcaloide natural, como controle 

positivo da reação. No entanto, não foi detectada a presença de alcaloides nos 

extratos estudados pelos métodos utilizados (Figura 8 e Tabela 1). 

 

 
Figura 8. Determinação qualitativa de alcaloides em extratos de Annona muricata. 
Controle positivo Pilocarpina (C+), extrato clorofórmico (EC), extrato etanólico (EE) e extrato 
metanólico (EM). Análise qualitativa de presença de alcaloides, utilizando os reagentes de Wagner, 
Dragendorf, Bertrand e Mayer. 

 

 

 

Tabela 1. Screening fitoquímico de extratos de Annona muricata. 
Componentes EC EE EM 

Taninos (EAT/mg) 0,444±0,008a,b 1,131±0,058 1,160±0,044 

Flavonois e Flavonas (EQ/mg) 0,117±0,011c,d 0,049±0,014 0,039±0,014 

Alcaloides - - - 

Extratos de Annona muricata a 1 mg/mL: clorofórmico (EC), etanólico (EE) e metanólico (EM). Os 
resultados foram expressos em equivalente de ácido tânico (EAT) e equivalente de quercetina (EQ) 
por miligrama - média ± desvio padrão. 

a,c
EC vs EE, 

b,d
EC vs EM. ANOVA e pós-teste de Tukey:  

a,b,d
p<0.0001 e 

c
p<0.001. 
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6.3. CITOTOXICIDADE DOS EXTRATOS DE ANNONA MURICATA EM CÉLULAS SCC-4 

Para avaliação da viabilidade celular, o percentual de células tratadas com os 

extratos clorofórmico, etanólico e metanólico de Annona muricata foi normalizado, 

e o grupo controle veículo foi considerado como 100% de células viáveis (Anexo 3). 

Houve diferença estatisticamente significativa entre a viabilidade de células SCC-4 

estudadas: controle veículo e tratadas com diferentes concentrações de extrato 

clorofórmico de Annona muricata [F(5,17)=11073,79, p<0,0001]. Todas as 

concentrações de extrato clorofórmico testadas (10, 20, 40, 80 e 160 µg/mL) 

reduziram significativamente a viabilidade celular quando comparado ao controle 

veículo (Figura 9). 

 

 
Figura 9. Efeito do extrato clorofórmico de Annona muricata, sobre a viabilidade celular em 
carcinoma epidermoide oral in vitro. 
Ensaio de incorporação de vermelho neutro por 24 horas. Percentual de células SCC-4 viáveis 
controle veículo (C) e tratadas com o extrato clorofórmico nas concentrações: 10 µg/mL (EC10), 20 
µg/mL (EC20), 40 µg/mL (EC40), 80 µg/mL (EC80) e 160 µg/mL (EC160). Os resultados foram 
expressos em média ± desvio padrão. ANOVA e pós-teste de Tukey: ***p<0,0001.  
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Houve diferença estatisticamente significativa entre a viabilidade de células SCC-4 

controle veículo e tratadas com extrato etanólico de Annona muricata estudadas 

[x(5)=16,47, p<0,05]. Foi vista uma tendência de diminuição da viabilidade celular 

com o aumento da concentração de extrato etanólico, no entanto, apenas o extrato 

etanólico a 160 µg/mL foi significativamente menor que o controle veículo (Figura 

10). 

 

Figura 10. Efeito do extrato etanólico de Annona muricata, sobre a viabilidade celular em 
carcinoma epidermoide oral in vitro. 
Ensaio de incorporação de vermelho neutro por 24 horas. Percentual de células SCC-4 viáveis 
controle veículo (C) e tratadas com o extrato etanólico nas concentrações: 10 µg/mL (EE10), 20 
µg/mL (EE20), 40 µg/mL (EE40), 80 µg/mL (EE80) e 160 µg/mL (EE 160). Os resultados foram 
expressos em média ± desvio padrão. Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn: **p<0,001. 
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Houve diferença estatisticamente significativa entre a viabilidade de células SCC-4 

controle veículo e tratadas com extrato metanólico de Annona muricata estudadas 

[x(5)=16,71, p<0,05]. Foi observada uma tendência de redução da viabilidade 

celular com aumento da concentração de extrato metanólico, contudo, somente o 

extrato metanólico a 160 µg/mL foi estatisticamente menor que o controle veículo 

(Figura 11). 

 

 
Figura 11. Efeito do extrato metanólico de Annona muricata, sobre a viabilidade celular em 
carcinoma epidermoide oral in vitro. 
Ensaio de incorporação de vermelho neutro por 24 horas. Percentual de células SCC-4 viáveis 
controle veículo (C) e tratadas com o extrato metanólico nas concentrações: 10 µg/mL (EM10), 20 
µg/mL (EM20), 40 µg/mL (EM40), 80 µg/mL (EM80) e 160 µg/mL (EM160). Os resultados foram 
expressos em média ± desvio padrão. Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn: **p<0,001.  
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Os extratos de Annona muricata apresentaram citotoxicidade heterogênea em 

células SCC-4: extrato clorofórmico com IC50=6,48 μg/mL (R2=0,9750); etanólico com 

IC50=46,52 μg/mL (R2=0,9687) e metanólico com IC50=20,38 μg/mL (R2=0,9862) 

(Figura 10). 

 

 
Figura 12. Índice de citotoxicidade dos extratos clorofórmico, etanólico e metanólico de Annona 
muricata em células SCC-4. 
Extrato clorofórmico (A), extrato etanólico (B) e extrato metanólico (C). Teste de regressão não 
linear. 
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6.4. EFEITO DO TRATAMENTO COM OS EXTRATOS DE ANNONA MURICATA SOBRE A 

PROLIFERAÇÃO CELULAR EM CARCINOMA EPIDERMOIDE ORAL IN VITRO 

Para avaliação da taxa de proliferação, o percentual de células SCC-4 controle 

veículo e tratadas com os extratos clorofórmico, etanólico e metanólico de Annona 

muricata foi normalizado e o grupo controle veículo foi considerado como 100% de 

células proliferativas.  

Houve uma diferença estatisticamente significativa do percentual de células SCC-4 

proliferativas (BrdU positivas) entre o grupo controle e tratados com os extratos 

clorofórmico, etanólico e metanólico de Annona muricata [F(3,11)=115,755, 

p<0,0001]. Quando comparado ao grupo controle veículo (100% de células 

proliferativas), o percentual de células proliferativas foi significativamente menor 

nos grupos tratados com os extratos: clorofórmico (80,72±1,29% de células 

proliferativas), etanólico (61,92±4,35% de células proliferativas) e metanólico 

(61,80±3,72% de células proliferativas), correspondendo a uma inibição da 

proliferação celular de: 19,28%, 38,08% e 38,20%, respectivamente.  

Foi observada uma diferença estatisticamente significativa entre a porcentagem de 

células proliferativas do grupo tratado com extrato clorofórmico quando 

comparado com extrato etanólico (p<0,0001) e, com o extrato metanólico 

(p<0,0001). Porém, não foi vista uma diferença significante entre o percentual de 

células proliferativas tratadas com os extratos etanólico e metanólico de Annona 

muricata (p>0,05) (Figura 11). 
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Figura 13. Efeito dos extratos clorofórmico, etanólico e metanólico de Annona muricata sobre a 
proliferação celular em carcinoma epidermoide oral in vitro. 
Ensaio de incorporação de BrdU por 6 horas. Percentual de células SCC-4 proliferativas controle 
veículo (C) e tratadas com os extratos: clorofórmico a 5 μg/mL (EC), etanólico a 45 μg/mL (EE), e 
metanólico a 20 μg/mL (EM) de Annona muricata. Os resultados foram expressos em média ± desvio 
padrão. ANOVA e pós-teste de Tukey: ***p<0,0001.  
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7.DISCUSSÃO 
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Este estudo reportou a atividade citotóxica e antiproliferativa dos extratos 

clorofórmico, etanólico e metanólico de Annona muricata em células SCC-4 de 

carcinoma epidermoide oral de língua humana moderadamente diferenciado. 

Tendo em vista que os métodos terapêuticos para o tratamento do carcinoma 

epidermoide oral podem resultar em sequelas desfigurantes e limitantes (PARÉ e 

JOLY, 2017), é muito importante o estudo de compostos naturais para tratamento 

dessa neoplasia, uma vez que o tratamento com plantas medicinais é pouco 

oneroso e facilmente disponível (PRABHAKARAN et al., 2016). 

Plantas medicinais são utilizadas como terapia alternativa contra diversos tipos de 

cânceres (SEO et al., 2005). E, folhas, cascas, frutos, raízes e sementes de Annona 

muricata são utilizados com finalidade medicinal por anos, no entanto, os 

mecanismos envolvidos no controle de doenças por essa planta ainda não estão 

completamente elucidados (ABDUL WAHAB et al., 2018; RADY et al., 2018). Dessa 

forma, são importantes novas investigações, como este estudo, para elucidar os 

efeitos da folha de graviola na carcinogênese e na progressão tumoral.  

Neste estudo foram utilizados os solventes: clorofórmio, etanol e metanol para a 

extração de compostos bioativos de folhas de Annona muricata. Outros solventes 

como o N-hexano, N-butanólico, pentano, DMSO, hexano e acetato de etila, 

também, podem ser utilizados na confecção de extratos de Annona muricata, uma 

vez que, cada um desses demonstra um potencial exclusivo na extração de 

compostos bioativos do material vegetal (RADY et al., 2018). Previamente, foi 

relatado a presença de alcaloides, saponinas, terpenoides, flavonoides, cumarinas e 

outras lactonas, antroquinonas, taninos, glicosídeos cardíacos, fenóis, fitoesterois, 

megastigmanos, ciclopeptídeos, óleos, minerais essenciais como, o K, Ca, Na, Cu, Fe 

e Mg e acetogeninas anonáceas em diferentes extratos orgânicos de Annona 

muricata (YAJID et al., 2018). 

O presente estudo identificou a presença de taninos, flavonois e flavonas, no 

entanto, não foram detectados qualitativamente alcaloides nos extratos 

clorofórmico, etanólico e metanólico de Annona muricata. A capacidade de 

extração de taninos, flavonois e flavonas foi similar nos extratos etanólico e 

metanólico (solventes polares) e diferente em extrato clorofórmico (solvente 
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apolar). A extração de compostos hidrofílicos, como os taninos é mais eficiente 

quando o solvente possui a mesma polaridade, como o etanol e o metanol. Por 

outro lado, a extração de compostos hidrofóbicos como os flavonoides das 

subclasses flavonois e flavonas, testados nesse estudo, foi mais eficiente em 

clorofórmio, solvente apolar. Os taninos e flavonoides apresentam atividade 

farmacológica como agentes anti-inflamatórios, antifúngicos, antioxidantes e 

cicatrizantes (ZUANAZZI e MONTANHA, 2004).  

Os resultados obtidos não excluem a presença de compostos exclusivos da Família 

Annonaceae, as acetogeninas anonáceas. Estas exercem atividade antitumoral 

inclusive em células resistentes aos quimioterápicos, e são capazes de paralisar o 

ciclo celular, e, consequentemente, levar à inibição da proliferação celular (YAJID et 

al., 2018). E ainda, são capazes de induzir citotoxicidade por inibição do complexo 

mitocondrial I, que está envolvido na síntese de ATP. Células tumorais necessitam 

de uma maior demanda de ATP comparadas às células saudáveis, desse modo, os 

inibidores do complexo mitocondrial I podem ser utilizados na terapia anticâncer 

(PAES et al., 2016). Aproximadamente sete acetogeninas anonáceas demonstraram 

atividade antiproliferativa, são elas: muricina J, muricina K, muricina L (SUN et al., 

2014), muricina M, muricina N, muricenina (SUN et al., 2016) e anomuricina 

(ZOROFCHIAN MOGHADAMTOUSI et al., 2015). 

Os ensaios capazes de quantificar a porcentagem de células que sintetizam DNA 

durante determinado período de tempo são considerados padrão ouro para avaliar 

a proliferação celular (MEAD e LEFEBVRE, 2014). Um desses métodos utilizado neste 

estudo, o ensaio de incorporação de 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU), é capaz de 

avaliar a replicação do DNA, por ser incorporado a este durante a fase de síntese no 

lugar da timidina (GRATZNER, 1982; WOJTOWICZ e KEE, 2006). A proliferação é um 

evento complexo e altamente coordenado, fundamental para o desenvolvimento 

de organismos e homeostase. Esse processo ocorre em quatro fases consecutivas: 

G1, S, G2 e M. Nas fases iniciais a célula aumenta de tamanho, sintetiza proteínas e 

duplica o material genético, e, somente na fase M acontece efetivamente a divisão 

celular (MATSON e COOK, 2017). Em células tumorais, a expressão e a atividade de 

proteínas relacionadas com o ciclo celular estão alteradas, resultando em 
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crescimento desordenado, proliferação celular descontrolada e progressão tumoral 

(SEVER e BRUGGE, 2015). Embora, frequentemente, os ensaios utilizados para 

determinar a viabilidade também sejam utilizados para investigar a proliferação 

celular (STODDART, 2011), a viabilidade celular é definida apenas como o número 

de células saudáveis em cultura. 

O ensaio de incorporação do vermelho neutro, utilizado neste estudo, é capaz de 

mensurar a quantidade de células vivas, lesionadas ou mortas, por atravessar as 

membranas celulares e se acumular nos lisossomos de células viáveis (TRIGLIA et 

al., 1991; FOTAKIS e TIMBRELL, 2006). Já o ensaio de exclusão de azul de trypan, 

também é utilizado para avaliar a viabilidade celular, uma vez que, apenas células 

vivas possuem membranas intactas capazes de excluir o azul de trypan (STROBER, 

2015). E, o ensaio de MTT é um método colorimétrico amplamente utilizado para 

avaliar a citotoxicidade (MOSMANN, 1983), esse ensaio avalia a capacidade das 

mitocôndrias e do retículo endoplasmático rugoso reduzirem o sal brometo de 3-

(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazólio, em cristais insolúveis de azul de 

formazan (GRELA et al., 2018). Por meio dos ensaios de viabilidade é calculada a 

concentração Inibitória média, IC50, que é o valor da concentração de um composto 

necessária para reduzir 50% das células em cultura, sendo que, quanto menor o 

valor do IC50, mais potente será o composto testado (ADAN et al., 2016). 

Previamente, foi demonstrado que o extrato aquoso de folhas de Annona muricata 

inibiu a proliferação de células SCC-25, também de carcinoma epidermoide oral, 

porém, os autores utilizaram o dobro e o quadruplo (25 e 50 μg/mL) da 

concentração determinada como IC50 (12,42 μg/mL) (MAGADI et al., 2015).  

Embora neste estudo, o extrato clorofórmico tenha sido citotóxico para células   

SCC-4 com IC50 de apenas 6,487 μg/mL por 24 h, em outros tipos de câncer a 

concentração necessária para afetar a viabilidade de 50% das células em cultura foi 

muito superior, ressaltando que o índice de citotoxicidade varia de acordo com a 

linhagem utilizada. Em células Hela de câncer de colo de útero, um índice citotóxico 

do extrato clorofórmico foi de 127,3 μg/ml em 24 h, determinado por MTT 

(ARTANTI et al., 2016), e foi mais citotóxico que os extratos preparados com os 

solventes: etanol, n-hexano e acetato de etila, determinado por meio do ensaio de 
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exclusão de azul de trypan (ASTIRIN et al., 2013). Em células Raji de câncer de 

nasofaringe foram testadas as concentrações 61, 125 e 250 μg/ml por 24 h e 

determinado IC50 de 90,6 μg/ml (ARTANTI et al., 2016). 

Este estudo demonstrou pela primeira vez, por meio do ensaio de incorporação de 

BrdU, marcador de proliferação celular, que os extratos clorofórmico, etanólico e 

metanólico de Annona muricata reduzem a proliferação de células SCC-4 de 

carcinoma epidermoide oral, e, provavelmente, esse processo ocorre por meio de 

vias intracelulares envolvidas na proliferação celular. De acordo com a literatura, os 

componentes da graviola reduzem a proliferação celular por meio da inibição de 

vias de sinalização do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), 

causando a regulação negativa da via PI3K/AKT (RADY et al., 2018), que possui um 

papel importante no controle do ciclo celular (FRUMAN e ROMMEL, 2014), e está 

frequentemente alterada no câncer, o que a torna um potencial alvo para o 

desenvolvimento de novas terapias antitumorais (FAES e DORMOND, 2015).  

A ativação desordenada de vias de quinases reguladas por sinais extracelulares 

(ERK) e do fosfatidilinositol-3-quinases (PI3K/Akt) está associada com a proliferação 

e sobrevivência de células de câncer de pâncreas, e a inibição dessas vias acarreta 

na inibição do crescimento de células tumorais (YAJID et al., 2018). O tratamento de 

células de câncer de pâncreas com pó de folhas e caule de Annona muricata 

solubilizados em DMSO resultou em uma diminuição da ativação de vias: ERK e 

PI3K/Akt. Desse modo, a inibição dessas vias está relacionada com a diminuição da 

viabilidade de células tumorais de pâncreas. Os mesmos autores também sugerem 

que os extratos de Annona muricata reduzem a motilidade das células cancerosas 

pancreáticas, podendo atuar para inibir a metástase, uma vez que, a capacidade 

migratória de células cancerígenas do pâncreas foi menor após o tratamento com 

extrato de Annona muricata (TORRES et al., 2012).   

Os extratos vegetais confeccionados com os solventes etanol e metanol são os mais 

comumente utilizados para induzir citotoxicidade contra células tumorais (RADY et 

al., 2018), e ambos foram testados no presente estudo. O extrato etanólico de 

folhas de Annona muricata contém inúmeros compostos bioativos citotóxicos para 

uma variedade de células tumorais (GAVAMUKULYA et al., 2014). Esse extrato foi 



63 
 

 

citotóxico para células A375 de melanoma humano com IC50 de 20 μg/mL em 24 e 

72 h, pelo método de incorporação de hipoxantina-[3H] (MÉNAN et al., 2006). Por 

ensaio de MTT, também, foi citotóxico em células COLO-205 de câncer colorretal 

com um valor de IC50 de 189,6 μg/mL em 48 h (ABDULLAH et al., 2017); nas 

linhagens HepG2 de câncer hepático e HCT116 de câncer de cólon com IC50 igual a 

150 µg/mL para ambas em 24 e 48 h (LIU et al., 2016); em células HL-60 de 

leucemia promielocítica humana com IC50 de 14 μg/mL em 48 h (PIEME et al., 2014).  

Por meio do ensaio de incorporação do vermelho neutro, o extrato de folhas de 

Annona muricata foi testado em diferentes concentrações para determinar o IC50 

em células SCC-4. Utilizando o mesmo ensaio, também foi testado em células K562 

de leucemia mieloide humana nas concentrações de 0,625; 1,25; 2,5 e 5,0 mg/mL, e 

reportaram citotoxicidade máxima na concentração de 2,5 mg/mL, além de um 

aumento significativo das taxas de apoptose (EZIRIM et al., 2013). E, por exclusão 

do corante azul de trypan, induziu a morte de células EACC de carcinoma de ascite 

de Ehrlich com IC50 de 335,85 μg/mL, também foi relatado que na concentração de 

250 μg/mL houve 32,9% de morte celular e na concentração de 750 μg/mL foi 

detectado 100% de morte celular, e, este mesmo estudo, também relatou 

citotoxicidade para as linhagens MDA e SKBR3 de câncer de mama com um IC50 de 

248,77 μg/mL e 202,33 μg/mL, respectivamente (GAVAMUKULYA et al., 2014). E, o 

tratamento de ratos wistar com 300 mg/kg desse extrato por via oral exibiu efeito 

anticâncer por redução de criptas aberrantes no cólon (EGGADI et al., 2014). 

Neste estudo, o extrato metanólico obtido de folhas de Annona muricata foi 

citotóxico para células SCC-4 com IC50 de 20,38 μg/mL por 24 horas. Esse extrato, 

também, foi citotóxico para células HEp-2 de câncer de laringe e células NCI-H292 

de carcinoma pulmonar humano (GOMES DE MELO et al., 2010). Também foi 

relatada uma inibição de 80% do crescimento de células HeLa de câncer cervical 

com o extrato metanólico de folhas de Annona muricata, com um IC50 de 50,74 

μg/mL (PAUL et al., 2013). Curiosamente, o IC50 em queratinócitos controle foi 

semelhante aos visto em células A431 e UW-BCC1 de câncer de pele não melanoma 

de 59,1, 52,9 e 50,5 μg/mL, respectivamente, em 24 e 48 h (CHAMCHEU et al., 

2018).   
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8.CONCLUSÃO 
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Os extratos clorofórmico, etanólico e metanólico de Annona muricata exercem 

efeito citotóxico, diminuindo a viabilidade celular, e antiproliferativo em carcinoma 

epidermoide oral de língua humana moderadamente diferenciado in vitro.  

 

- Os extratos clorofórmico, etanólico e metanólico de Annona muricata possuem 

entre seus compostos bioativos taninos, flavonois e flavonas, no entanto, os 

alcaloides não são detectáveis pelo método utilizado. 

- Os extratos clorofórmico, etanólico e metanólico de Annona muricata são 

citotóxicos para células SCC-4, apresentando índices de citotoxicidade diferentes. 

- A taxa de proliferação de células SCC-4 tratadas com os extratos clorofórmico, 

etanólico e metanólico de Annona muricata diminui em relação ao controle. 
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Anexo 1. Certificado de análise de folhas de Annona muricata 
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Anexo 2. Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da UFTM 
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Anexo 3. Citotoxicidade dos extratos clorofórmico, etanólico e metanólico de 
Annona muricata em células SCC-4. 

Extratos de Annona muricata Concentrações 
(µg/mL) 

Viabilidade células 
SCC-4 (%±dp) 

Clorofórmico  10 35,69±0,80 

20 29,94±0,46 
19,11±0,61 
17,78±0,23 
9,62±0,69 

40 

80 

160 

Etanólico  10 92,46±4,59 
86,55±4,90 
70,79±5,40 

20 

40 

80 50,52±1,91 

160 28,73±0,40 

Metanólico  10 73,92±0,20 
56,08±1,60 20 

40 41,13±0,20 
31,17±0,40 80 

160 13,55±0,34 
     dp - desvio padrão 

 




